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SCRI ICES PCR 技术 及 其 在 昆虫 学 研究 中 的 应 用 


quantitative polymerase chain reaction，FQ-PCR) 是 在 技术 的 原理 、 优 缺点 及 近年 来 新 的 痰 光 探 针 的 原理 
PCR 技术 基础 上 发 展 起 来 的 一 种 高 度 灵敏 的 核酸 定 
量 技 术 , Higuchi SF (1992) të H 
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摘要 : SCI BIG RE HE PCRCreal-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，FQ-PCR) 是 一 种 利用 获 光 信号 实时 
监测 体外 DNA 分 子 PCR 复制 过 程 中 每 个 循环 的 扩 增 产物 , 从 而 实现 对 DNA 模板 进行 定量 分 析 的 技术 , 具有 准确 、 
快速 ,灵敏 .特异 等 优点 ,在 动 植物 基因 工程 动 植物 检疫 、 微 生物 鉴定 与 分 类 、 食 品 安全 检测 和 医学 等 领域 中 得 到 
广泛 应 用 。 本 文 对 实时 荧光 定量 PCR 技术 的 原理 、 优 缺点 及 近年 来 新 的 荧光 探 针 的 原理 、 类 型 进行 了 评述 ,并 对 实 
时 获 光 定量 PCR 技术 在 昆虫 学 研究 中 的 应 用 进行 了 综述 。 

关键 词 : DNA; 实时 菊 光 定量 PCR: 获 光 共振 能 量 转移 ; 探 针 ; 昆虫 学 
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Real-time fluorescent quantitative PCR technique and its applications in 
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entomological studies 

WANG Guang-Hua', ZHAO Wei-Chun’, CHENG Jia-An"' (1. Institute of Insect Sciences, Zhejiang 
University; Hangzhou 310029, China: 2. College of Bioengineering» Zhejiang Chinese Medical University: 
Hangzhou 310053, China) 

Abstract: Real-time fluorescent quantitative PCR is a laboratory technique for quantitative measurement of the 
DNA template concentration by monitoring the fluorescent signal in each of DNA amplification cycle. This 
technique is accurate» speedy,» sensitive and specific. It has been widely used in such fields as 
bioengineering, quarantine, microbe identification and classification, food safety inspection and medical 
science. In this article» the principles,» characteristics and recent advances in fluorescent probes of the real- 
time fluorescent quantitative PCR assay» and its applications in entomological studies were reviewed. 

Key words: DNA: real-time fluorescent quantitative PCR C FQ-PCRO: fluorescence resonance energy transfer 
CFRET); probe: entomology 


Sk IN 3 26 XE Œ PCR (real-time fluorescent 变 分 析 等 方面 的 研究 。 本 文 对 实时 荧光 定量 



















































































1996 年 美国 Applied Biosystems 公司 首先 推出 了 这 一 物 防治 等 研究 中 的 应 用 进行 了 综述 。 
技术 。 该 技术 是 在 PCR 反应 体系 中 加 入 荧光 基 团 ， 
利用 荧光 信号 以 实时 监测 整个 PCR 进程 ,最 后 通过 1 实时 荣光 定量 PCR 的 基本 原理 















































标准 曲线 对 未 知 模板 浓度 进行 定量 分 析 , 实现 了 
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和 类 型 进行 了 评述 ,并 对 实时 荧光 定量 PCR 技术 在 
上 了 实时 PCR 的 设想 ， 昆虫 基础 生物 学 、 分 类 检疫、 种 群生 态 、 抗 药性 和 生 


PCR 从 定性 到 定量 的 飞跃 。 由 于 该 技术 具有 准确 、 实时 荧光 PCR 均 是 基于 奖 光 共振 能 量 转移 


特异 ` 灵 敏和 快速 等 特点 , 短 短 的 几 年 就 被 广泛 应 用 (fluorescence resonance energy transfer; FRET ) 原理 
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E 物 学 、 医 学 、 农业、 食品 、 环 保 等 多 个 领域 ,涉及 (Foster, 1948), BI 24 — ^ 2e 263 BH] E; — ^ 26 6 EK 














到 分 ( 子 检测 ` 基 因 表 达 、 核 酸 多 态 性 分 析 和 基因 突 基 团 的 距离 邻近 至 一 定 范 围 时 , 就 会 发 生 菊 光 
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转移 , PERSE B] A Wu YE d B EUROS TE HI F TJ 
TU 9e 26. ITM fl Bo S HIG: BEIGE — H. t3 
FOR E AL IF, BER VE BRE AR. DSL yt, 可 以 利用 
FRET, XE PE r3 FY 2e 635 BURIAE E BIX PK RIR EF 
或 引物 进行 标记 , 利用 核酸 杂交 和 核酸 水 解 所 致 菊 
光 基 团 和 六 灭 基 团 结合 或 分 开 的 原理 ,建立 各 种 实 
时 荧光 PCR 方法 。 

当 PCR 反应 时 ,利用 荧光 信和 号 的 变化 实时 监测 
PCR 扩 增 反应 中 每 一 循环 扩 增 产物 量 的 变化 ,通过 
Ct 值 (cycle threshold，Ct) 和 标准 曲线 对 起 始 核 酸 模 
板 进行 定量 分 析 。Ct 值 为 PCR 扩 增 过 程 中 扩 增 产 
物 的 荧光 信号 达到 设 定 阔 值 时 所 经 过 的 扩 增 循环 次 
数 。 它 与 模板 起 始 拷贝 数 的 对 数 存在 线性 关系 , 模 
板 DNA 分 子 越 多 , 菊 光 达 阔 值 的 循环 数 越 少 , 即 Ct 
值 越 小 。 利 用 已 知 起 始 DNA 拷贝 数 的 标准 品 可 作 
标准 曲线 , 只 要 获得 未 知 样品 的 Ct 值 , 即 可 通过 标 
准 曲线 计算 出 该 样品 的 起 始 DNA 拷贝 数 。 

















































































































































































































2 荧光 染料 和 荧光 探 针 











实时 荧光 定量 PCR 是 在 普通 PCR 的 基础 上 加 
入 荧光 化 合 物 得 以 实现 。 这 些 菊 光 化 合 物 广义 上 可 
分 为 荧光 染料 和 特异 性 荧光 探 针 两 大 类 (Wilhelm 
and Pingoud，2003)。 痰 光 染 料 是 利用 其 本 身 特有 的 
一 些 理化 特征 来 指示 扩 增 产物 的 增加 ; 探 针 是 利用 
与 靶 序 列 特异 杂交 的 探 针 来 指示 扩 增 产物 的 增加 ， 
包括 荧光 标记 欣 针 和 区 光标 记 引 物 。 前 者 的 优点 是 
简便 易 行 ,后 者 因 增 加 了 控 针 的 识别 步骤 ,特异 性 更 
强 。 
2.1 荧光 染料 Cfluorescent dye) 

诡 光 染料 检测 只 能 简单 地 反映 PCR. 反应 体系 
中 总 的 核酸 量 , 是 一 种 非特 异性 的 检测 方法 。 可 与 
双 链 DNA Zi tr KA AER BL, EAI LZ. BE 
(Higuchi et al.» 1992).SYBR Green | (Wittwer et 
al., 1997; Mackay et al., 2002; Zipper et al.; 
2004). BEBO (Bengtsson et al.» 2003) SYBR Gold 
等 。 荧 光 染 料 与 双 链 DNA 结合 后 ,其 荧光 大 大 增 
强 。 在 PCR 反应 体系 中 ,加 入 过 量 SYBR Green [ 7€ 
光 染 料 ,其 特异 性 地 掺 入 DNA 双 链 后 并 发 射 荧 光 信 
号 ,而 不 迭 入 链 中 的 SYBR 染料 分 子 不 会 发 射 任何 
莹 光 信和 号, 从 而 保证 获 光 信和 号 的 增加 与 PCR 产物 的 
增加 完全 同步 (图 1: A)。SYBR Green I 在 核酸 的 
实时 检测 方面 有 很 多 优点 , 且 价格 较 低 , 灵敏 度 较 
高 。 但 是 ,由 于 SYBR Green I 可 以 与 所 有 的 双 链 






































































































































































































































DNA 相 结合 , 因此 假 阳 性 高 ,非特 异性 强 , 并 且 不 适 
合 进行 多 重 荧光 定量 PCR 反应 。 如 果 对 扩 增 产物 
进行 熔点 曲线 分 析 (Ririe et al.，1997), 并 优化 PCR 
反应 条 件 则 可 以 部 分 消除 非特 异 产物 的 影响 。 

2.2 ”区 光 标记 探 针 (fuorescently-labeled probe) 
2.2.1 TaqMan 探 针 (TaqMan probe): TaqMan 探 针 是 
一 种 水 解 型 寡 核 音 酸 探 针 , 其 $ 端 标记 荧光 基 团 ,3/ 
npe WE REAL, 分别 与 上 游 引 物 和 下 游 引 物 之 间 
的 目标 序列 配对 (Holland et al.» 1991; Lee et al.» 
1993)。 当 一 个 谈 光 基 团 的 发 射 光 谱 与 另 一 个 痰 光 
基 团 的 吸收 光谱 相 重 县 时 ,能量 可 以 从 短波 长 (高 能 
量 ) 的 荧光 基 团 传递 到 长 波长 (低能 量 ) 的 亦 光 基 团 ， 
即 短波 长 的 荧光 基 团 所 释放 的 菊 光 被 屏蔽 , 这 种 现 
象 便 是 FRET. FRET 现象 的 发 生 与 供 受 体 分 子 的 空 
间距 离 紧 密 相关 , 有效 距离 一 般 为 7~ 10 nm 45 
SEIT] TaqMan 探 针 与 目标 序列 配对 时 , 荧光 基 团 发 射 
的 荧光 因 与 3' 端 的 湾 灭 基 团 接近 而 被 议 灭 。 在 进行 
延伸 反应 时 ,聚合 酶 的 5' - 3' 外 切 酶 活性 将 探 针 切 
断 , 使 得 区 光 基 团 与 济 灭 基 团 分 离 而 发 射 欧 光 。 一 
分 子 的 产物 生成 就 伴随 着 一 分 子 的 交 光 信和 号 的 产 
生 , 随 着 扩 增 循环 数 的 增加 ,释放 出 来 的 痰 光 基 团 不 
WER 1: B)。 因 此 TaqMan 探 针 检测 的 是 积累 
KJG 允 光 强度 与 扩 增 产物 的 数量 呈正 比 关 系 。 常 
用 的 5! 3m PR id 2€ 2G TR 1s d& H] fi. 6-52 3E 26 IG R 
(FAM), 7\ 2A -6-F@ FE 92 IE R (HEX) All Cy5 等 ; 常用 
的 3' A br i E HE AL Sy 6 着 基 四 甲 基 罗 丹 明 
CTAMRAO 或 4-(4"- 恶 烷 氨 基 茶 侦 氨 ) 茶 甲酸 
(DABCYL) 等 ,与 TAMRA 相 比 , DABCYL 可 以 更 有 效 
地 减少 自发 严 光 信号 ,因此 经 常 使 用 。TaqMan REF 
有 具 有 特异 性 强 , 假 阳性 低 ,适合 多 重奖 光 定 量 PCR 
等 优点 ,但 其 线性 结构 导致 了 较 高 的 背景 痰 光 , 即 
Be LEEK © 

2.2.2 TaqMan-MGB 探 针 (TaqMan-MGB probe ): 
TaqMan-MGB 探 针 与 TaqMan 探 针 原理 相同 ,不 同 的 
是 其 3' 端 标记 的 获 光 湾 灭 基 团 是 一 种 基本 无 亦 光 本 
底 的 小 沟 结 合 物 (minor groove binder MGB), 取代 了 
常规 可 发 光 的 TAMRA 荧光 标记 , IER RICKER 
大 降低 ,从 而 提高 了 分 辨 率 (Kutyavin et al.，2000)。 
由 于 探 针 3' 端 另 结合 了 MGB 结合 物 , 使 得 探 针 的 
Tm 值 提高 了 近 10, 增加 了 配对 序列 与 非 配对 序 
列 的 差异 ,从 而 使 探 针 的 杂交 稳定 性 和 特异 性 显著 
增强 。 探 针 长 度 缩短 (一 般 在 13 ~ 18 “SEA, UE 
灭 基 团 与 报告 基 团 在 空间 位 置 上 更 加 接近 , 实验 结 
果 更 精确 。 因 此 一 些 难于 设计 常规 TaqMan 探 针 的 
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图 1 主要 荧光 染料 .荧光 探 针 和 荧光 引物 定量 PCR 的 基本 原理 ( 仿 Kubista et al.» 2006) 
Fig. 1 Basic principles of reporters used in real-time PCR (adapted from Kubista et al.» 2006) 
A: 荧光 染料 Fluorescent dye; B: TaqMan 探 针 TaqMan probes C: 分 子 信 标 Molecular beacon: D: 杂交 探 针 Hybridization probe: 
E: Allglo 探 针 Allglo probe: F: 蝎 尾 引物 Scorpion primer. 2€ 26190: 4 4] Fluorescent reporters: 922675: KE Fluorescentr: 
DNA 聚合 酶 DNA polymerase: 供 体 痰 光 素 Fluorescent donor: RIJE Fluorescent acceptor: 荧光 基 团 Fluorophore. 


目的 基因 片段 也 可 以 较 容 易 地 设计 出 TaqMan-MGB 
探 针 ,并 具有 可 行 性 强 、 信 品 比 高 ,适合 单 核 背 酸 多 
ASHE Csingle nucleotide polymorphism，SNP) 检 测 等 多 
种 检测 方式 的 优点 。 

2.2.3 分子 信 标 (molecular beacon): 分 子 信 标 是 一 

























































































信和 标的 一 末端 连接 两 个 不 同 的 荧光 基 团 : BE IGM Se 
基 团 Charvesting fluorophore) 和 菊 光 发 射 基 团 (emitting 
fluorophore); 4} T fia bas FA) 23 — AS Sin XE Bz vi 3& H]. 
未 结合 靶 分 子 时 , CABIN T fis — FE, RIC 
集 基 团 吸 收 的 能 量 传 给 淳 灭 基 团 ,然后 能 量 以 热 的 











种 在 靶 DNA 不 存在 时 形成 茎 环 结构 的 双 标 记 窒 核 





形式 放出 ,不 产生 谈 光 ; 当 与 靶 分 子 结合 发 生 构象 








昔 酸 探 针 。 环 形 部 分 设计 为 与 靶 核 酸 序列 互补 的 探 
针 , 茎 形 部 分 由 探 针 两 端的 互补 序列 的 短 臂 退火 形 
成 一 发 夹 结构 (Tyagi and Kramer, 1996; Tyagi et al .， 
1998) , 两 侣 的 末端 分 别 共 价 结合 一 个 艾 光 基 团 和 一 
个 湾 灭 基 团 。 这 种 发 夹 结构 , 使 荧光 基 团 和 淳 灭 基 
团 紧 挨 , 导致 荧光 能 量 被 吸收 ,释放 为 热 , 而 不 发 出 
荧光 。 当 探 针 遇 到 靶 核 酸 时, 因 探 针 的 环形 部 分 和 
TO Re ZR ^c M Eb SE ZR AZ M SEE. SE Foe ELSE Pm ET] 
荧光 和 淳 灭 基 团 相互 分 离 , 从 而 恢复 了 荧光 (图 1: 
C); 

Tyagi 等 (2000) 在 发 明了 传统 的 分 子 信 标 后 , 又 
设计 了 一 种 荧光 波长 转移 型 分 子 信 标 (ELHajj et 
al.» 2001; Mhlanga and Malmberg, 2001), 这 种 分 子 









































变化 后 ,荧光 收集 基 团 的 多 光 并 未 恢复 , 而 是 把 能 量 
以 亦 光 共振 能 量 转移 的 形式 转移 给 荧光 发 射 基 团 ， 
痰 光 发 射 基 团 将 能 量 以 奕 光 的 形式 放出 ,在 单一 光 
源 激发 下 ,荧光 发 射 基 团 可 在 可 见 光 谱 区 发 出 不 同 
波长 的 荧光 。 这 样 可 以 通过 选择 不 同 波长 的 获 光 发 
射 基 团 ,从 而 使 分 子 信 标 按 设计 的 要 求 发 出 不 同 颜 
ERI. 

Nutiu 和 Li(2002) 发 展 了 一 种 由 三 分 子 组 成 的 
三 联 分 子 信 标 (tripartite molecular beacons: TMB); ~ 
A T RIEECEE REOR JC, PIE BE 5 TEE DL AR AZ XN 
KEDERE: 55 Sb PS OY FEY SE FR 2) H BE 
与 发 夹 的 双 辟 杂交 , ALB aD FOP Tall Bs i EER KR FE 
团 和 荧光 报告 基 团 。 这 种 三 分 子 构成 的 分 子 信 标 ， 
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易于 高 通 量 的 标记 。 

尽管 分 子 信 标 探 针对 探 针 与 靶 核 酸 的 错 配 检测 
非常 敏感 ,但 由 于 各 含 4~5 ni 的 侧 臂 序列 ,有 随机 
参与 DNA- 靶 核酸 之 间 结 合 的 趋向 ,从 而 可 能 出 现 假 
阳性 结果 。Crey-Desbiolles 等 (2005) 采 用 不 与 天 然 
DNA 和 RNA 交叉 配对 的 正 交 核 昔 酸 对 (如 homo- 
DNA 构建 分 子 信和 标的 茎 ) 即 可 避免 上 述 问题 。 

Marti 等 (2006) 设 计 了 MB-FB 分 子 信 标 , 主要 以 
2-54 HE ME! C2-aminopurines AP) 和 吡咯 脱氧 胞 昔 
(pyrrolo-dC，P-dC) 作 为 荧光 基 团 , 并 分 别 在 最 大 吸 
收 峰 为 370 nm 和 473 nm 时 发 出 荧光 。 但 当 其 被 结 
合 到 寡 核 背 酸 探 针 当中 以 及 随 着 探 针 与 模板 发 生 杂 
交 而 变 成 双 链 DNA 时 , 由 于 邻近 碱 基 的 堆积 干扰 从 
用 使 其 荧光 大 量 减 少 。 

分 子 信 标 的 优点 是 : 特异 性 高 。 革 核酸 即使 
仅 含 一 个 错 配 或 缺失 也 不 能 使 荧光 恢复 , 该 特异 性 
适合 SNP WEI. OKAR. + TaqMan 探 针 
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双 链 探 针 , 由 互补 的 两 条 链 构成 。 长 链 的 5' 端 标记 
Jit EH], 39m ERE 45, KE TERI 3' 端 标记 淳 灭 基 团 。 
没有 靶 核 苷 酸 存 在 时 ,两 条 链 形成 复合 体 , RTE HE 
Ry SARF PEE EIN S 带 有 报告 获 光 基 团 的 长 链 
PRET Fe AU AE AZ E R A, A HH 266 C Wang et al.» 
2002; Kong et al., 2003). 

2.2.7 换 探 针 (displacement probe): 探 针 分 子 与 
目标 核酸 链 杂 交 时 , 自身 的 空间 构 型 可 能 发 生 改 变 
导致 荧光 信号 发 生 改 变 ,基于 此 原理 ,Li 等 (2002) 设 
十 了 置换 控 针 (阴阳 探 针 ) 利用 核酸 链 之 间 的 竞争 
性 杂交 实现 对 目标 链 的 分 析 检 测 。 
换 探 针 由 两 条 互补 DNA 链 组 成 ,分 别 标 记 有 
痰 光 基 团 和 济 灭 基 团 ,它们 的 长 度 在 20 ~ 25 个 碱 基 
左右 ,其 中 与 目标 序列 相 匹 配 的 一 条 链 比 另 一 条 长 
5 个 碱 基 左 右 。 在 没有 目标 DNA 链 存在 时 , 探 针 分 
子 的 两 条 链 互 相 杂 交 , ve IG HE H] 5 EK FE AL E SAR 
UE, RIRE K: 当 有 目标 链 存在 时 ,与 目标 序列 相 
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相 比 ,分 子 信 标 的 突出 优点 是 检测 过 程 中 不 必 将 探 
针 和 计 杂 交 体 与 过 量 探 针 分 离开 ,有效 解 决 了 济 炎 
效率 问题 。 其 缺点 是 设计 程序 比较 复杂 , 成 功率 低 
(Tsourkas et al.» 20032. 

2.2.4 TaqMan 2} T fA Es CTaqMan-molecular beacon): 
孔 德 明 等 (2003) 设 计 的 TaqMan 分 子 信 标 , 也 是 一 种 
性 能 恨 好 的 PCR 荧光 探 针 。TaqMan 分 子 信 标 保留 
了 经 典 分 子 信 标 的 茎 - 环 结构 ,不 同 的 是 ,TaqMan 分 
子 信 标 除 环 部 序列 外 , 其 $ 端 茎 序列 也 被 设计 为 探 
针 的 基因 识别 部 位 。 当 欣 针 与 靶 标 序列 发 生 特 异 互 
补 杂交 形成 双 链 时 , Tag 酶 的 5' — 3 外 切 活 性 即 被 激 
活 ,将 探 针 S' 端 连接 的 荧光 分 子 从 控 针 上 切割 下 来 ， 
从 而 使 荧光 分 子 与 济 灭 分 子 彻底 分 开 , RIECK EZ 
TaqMan 分 子 信 标 集中 了 TaqMan 探 针 和 分 子 信 标 两 
种 的 针 技术 的 优点 ,在 杂交 和 探 针 降解 过 程 中 
TaqMan 分 子 信 标 均 能 产生 菊 光 信和 号, 这 使 得 TaqMan 
分 子 信 标 具有 更 高 的 灵敏 度 。 
2.2.5 ”杂交 探 针 (hybridization probe): 杂交 探 针 由 
两 条 相 邻 探 针 组 成 , 其 中 上 游 探 针 的 3' 端 标记 供 体 
DIER 下游 探 针 的 5 端 标记 受 体 获 光 素 (Caplin et 
al., 1999). TE PCR 模板 退火 阶段 , 两 探 针 同 时 与 
打 增 产物 杂交 ,形成 头 尾 结合 的 形式 ,使 供 体 和 受 体 
芝 光 素 距 离 非常 接近 ,两 者 产生 效 光 共振 能 量 转移 ， 
TE SE EUG dE BU HG 而 当 两 探 针 处 于 游离 状 
态 时 ,无 灾 光 产生 (图 1: D)。 由 于 杂交 探 针 是 靠近 
发 光 , 所 以 检测 信号 是 实时 信号 , 非 累 积 信号 。 
2.2.6 复合 探 针 (complex probe): 复合 探 针 又 称 为 




































































































































































匹配 的 探 针 链 趋向 与 之 杂交 ,形成 更 稳定 的 杂交 体 ， 
IERT 64 B] REA SP BS BETES FE ICR BE 
检测 到 较 强 的 荧光 信号 。 此 探 针 原理 简单 、 设 计 难 
度 小 、 标 记 成 本 低 , 在 POR 定量 分 析 中 有 广泛 的 应 
用 前 景 (Cheng et al.，2004)。 

2.2.8 Allglo 探 针 ( Allglo probe): Allglo 探 针 是 美国 


AlleLogic Biosciences 2v H] (www. allelogic. com) 推 出 


的 最 新 一 代 痰 光 定 量 探 针 (Gibson，2006), 它 打破 了 
传统 TaqMan 探 针 的 一 端 报告 基 团 一端 济 灭 基 团 的 
限制 ,利用 美国 AlleLogic Biosciences 公司 研究 开发 
的 \ 获 得 美国 专利 的 儿 种 常用 波长 的 特制 痰 光 染 料 ， 
包括 MAR™, JUP™, SAT™, URA™ FI NEOW。 该 探 针 
两 端 标记 相同 的 报告 基 团 ,在 与 靶 标 序列 杂交 之 前 
或 酶 切 探 和 针 之 前 , 探 针 上 标记 的 痰 光 基 团 能 够 相互 
济 灭 ,在 杂交 水 解 之 后 两 端 标 记 的 染料 又 全 部 变 为 
报告 基 团 ,大 大 提高 严 光 增 量 。 该 系列 染料 标记 在 
SERIA PR PY IHH AAR TE RE CEBIT, 并 含有 特 
殊 的 可 以 大 大 提高 Tm 值 的 化 学 基 团 , 提高 了 探 针 
的 特异 性 (图 1: ED. 
2.3 ”荣光 标记 引物 (fluorescently-labeled primer? 
荧光 标记 引物 的 作用 原理 是 获 光 标记 引物 与 扩 
增产 物 结合 后 发 出 荧光 , 进而 实现 准确 定量 的 技术 。 
它 是 从 分 子 信 标的 概念 变化 而 产生 的 一 种 联合 分 子 
控 针 系统 , 它 把 荧光 基 团 标记 的 发 夹 结 构 的 序列 
接 与 PCR 引物 相 结 合 ,从 而 使 区 光标 记 基 团 直 接 扒 
入 PCR 扩 增 产物 中 。 目 前 主要 有 日 出 引物 、 蝎 尾 引 
3] LUX 引物 和 Plexor Fg 30] 75 23:55 
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2.3.4 日 出 引物 (sunrise primer): 日 出 引物 ,又 叫 发 
卡 式 引 物 (hairpin primer)( Nazarenko et al., 1997), 是 
对 分 子 信 标的 发 展 , 在 延伸 时 整合 进 它 们 的 特异 扩 
增 子 ,产生 荧光 信号 。 其 特异 性 仅 依 赖 于 引物 序列 。 
此 法 能 将 所 有 扩 增 产物 均 标 记 上 荧光 分 子 , 因 此 交 
光 信号 响应 快 ; 但 无 法 区 分 特异 和 非特 异 扩 增 是 日 
出 引物 最 大 的 不 足 。 

2.3.2 蝎 尾 引物 (scorpion primer): 蝎 尾 引物 
(Whitcombe et al.，1999) 是 对 日 出 引物 的 进一步 改 
进 。 该 技术 在 引物 与 分 子 信 标 探 针 之 间 连 接 一 个 间 
隔壁 ,使 PCR 延伸 反映 时 不 能 延伸 到 分 子 信 标 。 这 
样 ,非特 异 扩 增 产物 便 无 荧光 信号 , 当 有 特异 扩 增 产 
物 时 , 即 可 与 分 子 信 标 进行 杂交 ,产生 荧光 信和 号 (图 
1: F)。 既 解决 了 非特 异性 方面 的 问题 ,又 保留 了 响 
应 快 的 特点 。 但 仍 存在 有 问题 , 即 杂 交 时 探 针 不 能 
完全 与 模板 匹配 , 且 探 针 合 成 复杂 。 

2.3.3 LUX 引物 (light upon extention primer; LUX 
primer): 根据 分 子 信 标 的 原理 , Invitrogen 公司 设计 
T LUX 引物 (Nazarenko et al., 2002). iS] WP 
的 一 条 引物 3 sig Fe SIGH rs HE Bias dE eA BA BE 
模板 的 情况 下 , 该 引物 可 以 自身 配对 , 形成 发 夹 结 
MJ, ERICEK: 在 模板 存在 的 情况 下 , 引物 与 模板 
配对 , 发 夹 结 构 打 开 , 产 生效 光 信 和 号。 使 用 LUX 引 
物 进 行 实时 PCR 扩 增 ,不 需要 专门 设计 探 针 , 既 节 
省 了 成 本 又 给 实验 设计 提供 了 宽松 的 条 件 。 由 于 没 
有 探 针 控制 特异 性 ,因此 它 的 特异 性 较 探 针 技 术 低 ， 






















































































































































































物 之 间 的 扩 增 片段 长 度 在 60 ~ 120 bp 比较 合适 ;而 
在 使 用 SYBR Green I. 染料 法 的 时 候 , 可 以 将 扩 增 
的 目的 片段 设计 得 稍 长 些 , 一 般 在 100 ~ 400 bp 比较 
合适 , 以 便 在 定量 时 能 有 更 多 的 SYBR Green I 38 
料 结合 到 扩 增 产物 上 ,产生 更 强 的 荧光 信号。 

目前 , 以 SYBR Green | ~ TaqMan 探 针 、TaqMan- 
MGB 探 针 、 分 子 信 标 、Scorpion 引物 以 及 杂交 探 针 应 
用 较为 广泛 。 交 光 染 料 SYBR Green | 主要 应 用 于 
Tix SG KE t& PCR 检测 , 但 通过 设计 物种 特异 性 引 
物 , 熔 解 曲线 分 析 , 也 可 用 于 多 重 荧光 定量 检测 
(Gubala，2006; Berry et al.，2008); TaqMan 探 针 、 
TaqMan-MGB 探 针 、 分 子 信 标 具 有 特异 性 强 , 假 阳 性 
低 ,适合 SNP 检测 ,多 重奖 光 定 量 PCR 等 (Verweij et 
al., 2004; Gubala and Proll, 2006; Verweij et al.; 
2007). 
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3 ”实时 荧光 定量 PCR 的 定量 方法 


模板 定量 有 绝对 定量 和 相对 定量 两 种 。 前 者 是 
用 已 知 的 标准 曲线 来 推算 未 知 样本 的 量 ; 后 者 是 
定 样 本 中 的 训 序 列 相对 于 男 一 参照 样本 的 量 的 变 
化 。 常 用 的 方法 主要 有 2 种 。 
3.1 标准 曲线 法 的 绝对 定量 

用 一 系列 已 知 浓度 的 标准 品 制 作 标准 曲线 ,在 
相同 的 条 件 下 将 目的 基因 测 得 的 痰 光 信号 量 同 标准 
曲线 进行 比较 , 从 而 得 到 目的 基因 的 量 。 该 标准 品 
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但 非特 异性 扩 增 或 引物 二 聚 体 没有 影响 ,所 以 其 特 
异性 要 强 于 SYBR Green 工 。 
2.3.4 Plexor 检测 方法 : 只 条 单 标记 引物 , 该 
引物 的 5' 端 连接 有 ISO-C 及 菊 光 激发 基 团 ,检测 体 
系 中 含有 标准 的 dNTP 及 DABCYL 标记 的 ISO- 
dGTP。 利 用 G MUR BR IG HS E PE, 单 标记 的 引物 与 模 
板 杂 交 时 可 以 观察 到 反应 体系 葡 光 的 减弱 (Johnson 
et al.» 2004; Sherrill et ol .，2004) ,所 以 这 种 检测 方 
式 与 其 他 的 荧光 增强 的 方法 正好 相反 。 
Es EL E e pb oe OG TR TE Pb. 还 有 如 Amplisensor 
(Wang et al., 1995). Amplifour (Uehara et al., 
1999). Light-Up (Isacsson et al.» 2000: Svanvik et 
al.» 20002. Cyclicons C Kandimalla and Agrawal, 2000) . 
SimpleProbe (IT BioChem). Universal probe library-LNA 
C locked nucleic acids) C Wahlestedt et al.» 2000055 — 4€ 
探 针 的 报道 。 
使 用 探 针 法 定量 时 ,为 了 达到 最 高 的 扩 增 效率 ， 























































































































可 以 是 纯化 的 质粒 DNA, 体外 转录 的 RNA, 或 者 
体外 合成 的 单 链 DNA。 标 准 品 的 量 可 根据 260 nm 
的 吸光 值 并 用 DNA 或 RNA 的 分 子 量 来 转换 成 其 找 
贝 数 来 确定 (Liu et al.» 20082. 
3.2 ”比较 Ct 法 的 相对 定量 

比较 Ct 法 与 标准 曲线 法 相对 定量 的 不 同 之 处 
TET: Ct 法 运用 了 数学 公式 来 计算 相对 量 , 前提 是 
假设 每 个 循环 增加 一 倍 的 产物 数量 ,在 PCR 反应 的 
指数 期 得 到 Ct 值 并 以 此 反映 起 始 模板 的 量 , 一 个 循 
IKC Ct = 1) 的 不 同 相 当 于 起 始 模板 量 2 倍 的 差异 。 
参照 最 常用 的 看 家 基因 有 GAPDH, B-actins 18S 
RNA 和 28S RNA 等 ,它们 在 所 有 的 细胞 和 组 织 中 都 
稳定 表达 ,但 是 有 一 些 文献 报道 它们 的 表达 水 平 有 
时 也 有 大 幅 的 波动 (Bustin，2002; Radonié et al.， 
2004), 因此 , 某 个 看 家 基因 表达 是 否 稳 定 ,是 否 可 以 
用 作 参 照 基因 , 应 该 通过 实验 来 验证 。 但 是 此 方法 
以 靶 基 因 和 看 家 基因 扩 增 效率 基本 一 致 为 前 提 , 效 
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设计 扩 增 目的 片段 的 长 度 应 尽 可 能 的 短 , 上 下 游 引 





率 的 偏 移 将 影响 实际 拷贝 数 的 估计 。Pfaffl(2001) 和 
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Vandesompele ^5: 2002) 4) 3] de th SHEP FUSE A AL 
家 基因 扩 增 效率 不 一 致 情况 下 的 单个 看 家 基因 和 多 
个 看 家 基因 的 相对 定量 计算 方法 。 


4 RN RIES PCR 技术 在 昆虫 学 
研究 中 的 应 用 


4.1 在 昆虫 基础 生物 学 研究 中 的 应 用 

ZI Musca domestica 是 100 多 种 人 和 动物 疾病 
病原 物 的 载体 ,与 人 类 的 生活 和 健康 密切 相关 , 全面 
了 解 家 蜗 基 因 组 DNA 序列 组 成 是 控制 家 蝇 、 预 防 疾 
病 的 基础 ,在 对 家 蝇 基 因 组 进行 测序 以 前 ,有 必要 对 
家 晶 整 个 基因 组 的 大 小 进行 测定 。Gao 和 Scott 
(2006) 通过 SYBR Green I oJ ZH HR PE WE 
Cyp6d1 (Tomita et al.» 1995) FI HEIR B. Drosophila 
melanogaster 单 拷贝 基因 Cyp6a2 (Waters et al.» 
1992; Adams et al., 2000) 3E 4T XE Œ, 运用 基因 碱 基 
数 计算 公式 估算 家 晶 基 因 组 为 295 + 10 Mb, 黑 腹 果 
蝇 基 因 组 为 184 Mb( 大 规模 基因 组 测序 结果 表明 黑 
V MS 180 Mb), 家 蝇 基 因 组 的 大 小 为 黑 腹 果 晶 
的 1.6 倍 。 研 究 表明 家 晶 基 因 组 DNA 规模 较 小 , 适 
合 完 全 测序 , 可 以 作为 基因 组 分 析 研 究 的 模式 生物 
(Wilhelm et al.» 2003). 
4.0. 在 昆虫 分 类 和 鉴定 中 的 应 用 

B 型 和 0 AIAX EL Bemisia tabaci C Gennadius) . 
有 不 同 的 抗 药性 , 快速 而 又 准确 地 对 烟 粉 乱 生 物 型 
进行 鉴定 是 烟 粉 剧 抗 性 监测 和 治理 的 关键 。 近 来 ， 
已 经 建立 了 以 PCR 技术 为 基础 的 B 型 烟 粉 乱 鉴 定 
方法 ( 罗 晨 等 ,2002; WEES, 2006), 但 此 方法 需 
要 扩 增 后 处 理 , 浪费 时 间 也 增加 了 工作 量 。Jones 等 
《2008) 在 两 种 生物 型 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 工 
CGntCOD2E AI SNP 的 基础 上 ,设计 制备 了 两 种 生物 型 
的 TaqMan-MGB 探 针 ,建立 了 TaqMan-MGB 等 位 基因 
特异 的 PCR 方法 ,并 对 已 知 生物 型 的 烟 粉 乱 进 行 检 
验 ,结果 鉴定 准确 率 为 100% 。 这 种 快速 高 通 量 的 
鉴定 方法 在 B 型 和 Q 型 烟 粉 乱 的 常规 检测 和 研究 B 
型 烟 粉 乱 的 入 侵 方 面具 有 重要 的 应 用 意义 。 

Bass 等 (2007) 和 Walker 等 (2007) 报 道 了 两 种 建 
Æ TaqMan 单 核 音 酸 多 态 性 基础 上 的 高 通 量 鉴定 
IX EG NE BC Anopheles gambiae 复合 种 分 类 的 方法 ， 
但 均 有 不 足 之 处 。 为 了 克服 缺点 ` 增 加 检测 通 量 、 降 
低 成 本 , Bass 等 (2008) 制 备 了 三 重 欧 光 探 针 , 该 方法 
同样 建立 在 TaqMan 单 核 背 酸 多 态 性 基础 上 , 仅 利 用 
干燥 蚊子 的 足 就 可 同时 鉴定 传播 症 疾 的 两 种 按 蚊 及 



























































































































































































































































































































































































































































其 姊妹 种 。 运 用 该 方法 对 撒哈拉 南部 非洲 13 个 国 
家 收集 的 450 头 冈 比 亚 按 蚊 进行 分 析 , 证 明 该 多 重 
诡 光 定量 方法 具有 很 高 的 特异 性 和 灵敏 性 。 
4.3 在 昆虫 检疫 中 的 应 用 

红火 蚁 Solenopsis invicta 是 极 具 破坏 力 的 入 侵 性 
生物 ,是 世界 范围 的 潜在 性 外 来 入 侵 生 物 (Morrison 
et al .，2004)。 陈 宕 等 (2005) 根 据 GenBank 上 发 表 
的 火 蚁 属 Solenopsis COI 基因 序列 ,设计 了 检测 红火 
蚊 的 引物 与 TaqMan 特异 性 探 针 , 建立 了 TaqMan 探 
针 检测 体系 ,该 体系 可 以 准确 鉴定 各 种 虫 态 的 红火 
BN 
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SI FE BERS Liriomyza trifolii C Burgess) 和 美洲 
PELE L. sativae Blanchand 是 严重 为 害 蔬 菜 和 观赏 
植物 的 两 种 重要 害虫 , 正确 区 分 这 两 种 害虫 是 检疫 
和 防治 的 基础 。 目 前 的 鉴别 方法 主要 是 通过 其 外 部 

EB 态 及 雄 虫 外 生殖 器 ,但 二 者 的 幼虫 、 肾 形态 相似 ， 
对 快速 准确 鉴定 造成 了 一 定 的 困难 。Feng 等 (2007) 
通过 中 国 台湾 和 广东 、 日 本 、 菲 律 宾 ` 以色列 、 德 国 、 
美国 洪都拉斯 和 墨西哥 等 地 三 叶 草 斑 潜 昭 的 CO 
部 分 基因 与 GenBank 上 美洲 斑 潜 蝇 COT 基因 的 比 
对 ,依据 三 叶 草 斑 潜 晶 的 保守 区 序列 设计 了 一 对 引 
物 与 特异 性 TaqMan PREF, 建立 了 三 叶 草 斑 潜 晶 实 时 
荧光 定量 PCR 鉴定 体系 , 该 体系 可 以 准确 鉴定 各 种 
虫 态 的 三 叶 草 斑 潜 晶 。 

Yu 等 (2004) 根 据 辣椒 实 蝇 Bactrocera latifrons 的 
mtDNA COI 基因 序列 , 筛选 出 种 特异 性 引物 latil/ 
lati2, 建立 了 SYBR Green SEIN 2676 PCR 快速 鉴定 多 
椒 实 晶 的 方法 。 该 方法 通过 7 个 浓度 梯度 ,检测 了 
该 反应 体系 的 灵敏 度 , 表 明 其 检测 阔 值 为 1 pg 模板 
DNA, 最 适 DNA 模板 量 为 1 ~ 20 ng. ATH) EA m» 
概 实 量 ( 成 虫 ` 幼 虫 和 晴 ) 扩 增 曲线 一 致 , 分别 以 炊 解 
曲线 分 析 和 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 确 定 上 述 产 物 的 特异 
性 ,得 出 其 平均 熔 解 温度 为 77.5+0.1% ,并 获得 一 
段 366 bp 的 特异 性 目标 片段 。 表 明 该 SYBR Green 
实时 荧光 PCR 方法 适 于 辣椒 实 量 幼 虫 . 师 和 成 虫 的 

余 道 坚 (2005 ) 利 用 扩 增 的 实 蝇 mtDNA COT 基因 
片段 序列 ,设计 和 筛选 了 4 对 种 特异 性 引物 和 4 条 
TaqMan-MGB 种 特异 性 探 针 ,在 ABI7700 定量 PCR 仪 
上 分 别 建立 了 地 中 海 实 蝇 Ceratitis capitata « RPE 
WE. = Kt B. umbrosa MAKI B. cucubitae 等 4 
种 在 植物 检疫 上 有 代表 性 的 实 蝇 的 TaqMan-MGB 5E 
时 荧光 PCR 快速 鉴定 的 分 子 方法 。 

4.4 在 昆虫 抗 药 性 研究 中 的 应 用 
昆虫 电压 敏感 的 钠 通道 基因 中 的 点 突变 是 昆虫 
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对 二 氧 二 茶 三 氯 乙 烷 CDDT7 和 拟 除 虫 菊 酯 类 农药 产 
生 抗 性 的 主要 原因 , 由 钠 通 道 刘 标 部 位 的 敏感 度 降 
低 而 引起 的 对 DDT 和 拟 除虫菊 酯 类 农药 产生 的 抗 
性 称 为 击 倒 抗 性 或 击 倒 型 抗 性 (kdr-type resistance) 
( 张 友军 和 张 文 吉 ，1996)。Anstead 等 (2004) 采 用 
TaqMan-MGB 探 针 技术 ,设计 了 两 条 标记 不 同 痰 光 染 
料 的 探 针 ,检测 到 桃 蚜 Myzus persicae 抗 性 品系 中 的 
与 抗 性 相关 的 两 个 基因 L1014F( kdr ) 和 M918T 
(super-kdr) 与 敏感 品系 相 比 发 生 突变 , 说 明 这 两 个 
基因 与 桃 蚜 的 抗 性 密切 相关 。 在 此 研究 中 实时 菊 光 
定量 PCR 显示 了 快速 灵敏. 可靠、 不 需 后 处 理 和 高 
通 量 检测 的 优点 ,但 要 求 突 变 位 点 已 知 ,测定 条 件 严 
格 ,而 且 对 探 针 设计 合成 的 技术 要 求 高 。 
































































































































468 bp. 分 别 编码 168 和 155 个 氨基 酸 。 实 时 谈 光 定 
量 PCR 检测 结果 表明 ,这 两 个 基因 在 寄生 蜂 寄生 的 
整个 过 程 中 都 能 表达 , 且 主 要 在 血细胞 中 表达 ; 期 
间 有 2 个 表达 峰 , 一 个 在 寄生 后 30 min 时 表达 量 最 
高 ,拷贝 数 分 别 为 6.28 x 10 和 1.51 x10; 另 一 个 
在 寄生 后 2 d, 基因 的 表达 量 较 第 一 个 高 峰 低 10 倍 。 
从 这 个 检测 结果 可 以 看 出 ,棉铃 虫 齿 唇 姬 蜂 雌 蜂 匈 
梨 内 的 多 分 DNA 病毒 对 寄主 幼虫 的 免疫 抑制 可 能 
在 寄生 的 早期 即 已 开始 起 作用 。 

4.7 在 昆虫 病原 微生物 研究 中 的 应 用 

病原 真菌 在 寄主 体内 的 生长 繁殖 情况 能 够 直接 
反映 其 致 病 进程 ,是 杀 虫 真菌 菌株 及 其 制剂 毒 > 

价 的 重要 指标 ( 张 清平 等 ，2005)。 绿 僵 菌 作为 蝗虫 
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Ding 等 (2007) 利 用 SYBR Green I 荧光 定量 
PCR 技术 对 3 个 在 不 同 品 系 家 蝇 体 内 发 生 差异 表达 
的 基因 ( CYP4D2v2，CYP6424 和 CYP6D1v7 ) 进 行 了 
检验 。 结 果 显 示 这 3 个 基因 在 抗 性 品系 家 蝇 中 的 表 
达 水 平分 别 为 9.48 x 105, 1.26 x 10’ Fl 6.55 x 10 $2 
Wg 总 RNA, 而 在 敏感 品系 中 的 表达 水 平分 别 为 
3.98 x 105,3.46 x 105 和 7.15 x 10° 拷贝 hg 总 RNA, 
在 抗 性 品系 家 蝎 中 3 个 基因 的 表达 水 平分 别 是 敏感 
品系 的 2.38，3.64 和 9.16 倍 ,而 根据 基因 芯片 的 检 
测 结果 ,这 3 个 基因 在 抗 性 品系 中 的 表达 水 平分 别 
是 敏感 品系 的 2.86，3.79 和 8.85 fit. KHH 2e 26 
定量 PCR 检测 的 结果 与 利用 基因 芯片 检测 的 结果 
基本 吻合 ,进而 为 基因 芯片 杂交 结果 的 可 靠 性 和 利 










































































的 重要 病原 真菌 , 已 广泛 应 用 于 蝗虫 防治 。 张 清平 
等 (2005) 根 据 绿 僵 菌 23S rDNA 的 内 转录 间隔 区 
C internal transcribed spacer，ITS) 和 5.8S 的 基因 序列 ， 
设计 制备 感 病 蝗 虫 体内 绿 僵 菌 菌 体 DNA. 分 子 的 特 
异性 引物 ,基于 SYBR Green KIR EHE T HGE 
Œ PCR 检测 体系 。 该 检测 方法 特异 、 灵 敏 ,检测 下 
限 为 10 pg/uL SKIE, JF H fe A AE 48 h 的 东亚 飞 
I! Locusta migratoria manilensis( Meyen) 血 淋巴 中 定量 
检测 增殖 的 绿 伪 菌 DNA。 该 方法 对 于 昆虫 病原 真 
菌 的 致 病 机 理 研究 、 真 菌 生 防 制剂 的 配方 优化 等 县 
有 重要 意义 。 

精确 监测 和 正确 评估 大 规模 引进 并 释放 的 微 生 
物 杀 虫 剂 的 持 效 性 是 田间 应 用 的 必要 前 提 。 花 曲 柳 
























































































































































用 抗 药性 相关 基因 芯片 进行 抗 性 监测 提供 了 依据 。 
4.5 在 昆虫 种 群生 态 学 研究 中 的 应 用 

FIG AEB ALE IGRE FE HE PCR 的 方法 常用 
于 基因 表达 差异 的 分 析 研 究 中 (VanGuilder et al .; 
2008)。 蝗 虫 是 世界 性 害虫 , 每 年 都 会 造成 严重 的 经 
济 损失 ,对 其 群居 生理 机 制 的 了 解 也 是 防治 的 关键 。 
Claeys (2005) f] H] 2256328} SYBR Green 对 群居 型 
All St Jit AL VP RIE Schistocerca gregaria 的 两 种 抗 利尿 
肽 前 体 Scg-NPP1 和 Scg-NPP2 在 脑 、 脂 肪 体 、 消 化 道 、 
性 逐 和 附 腺 的 表达 差异 进行 定量 研究 。 表 明 散 居 型 
沙漠 晶 比 群居 型 沙漠 蝗 的 转录 水 平 更 高 。 明 确 了 两 
种 抗 利 尿 肽 前 体 在 群居 型 和 散居 型 沙漠 昌 的 表达 水 
4.6 在 昆虫 寄生 性 昆虫 天 敌 研 究 中 的 应 用 

Tian 等 (2007) 通 过 RACE 扩 增 得 到 棉铃 虫 耸 层 
iW Campoletis chlorideae MEME SB EL VJ 4} DNA 病毒 
CCcIVO 的 两 个 vankyrin 基因 ,分 别 命名 为 CclV 
其 开放 阅读 框 为 507 bp 和 






























































































































































vankyrin 1 和 vankyrin 2 « 











^: Yi ] Agrilus planipennis Fairmaire 在 美国 是 危害 白 
BP 的 重要 害虫 , 白 伪 菌 Beauveria bassiana 菌株 
GHA Æ ji 8 46 HH VAS T SI — PEUT CER BUS JC 
WiC Liu and Bauer, 2006). Castrillo (2008) 运用 序 
FAVRE TE TE P 38 DX BE C sequence characterized amplified 
region，SCAR ) 标 记 的 方法 首先 克隆 出 一 个 445 bp 种 
特异 性 片段 , 然后 在 其 中 设计 了 一 对 引物 和 一 条 
TaqMan 探 针 , XJ Á EE GHA 在 白蜡 树 及 土壤 中 的 
持 效 期 进行 了 研究 , 为 花 曲 柳 罕 吉本 的 防治 工作 提 
供 了 基础 。 
美洲 幼虫 病 CAmerican foulbrood，AFB) 是 唯 
种 能 杀 灭 整个 意大利 蜂 Apis mellifera 群 的 传染 性 疾 
病 ,该 传染 病 的 病原 体 是 蜜蜂 细菌 性 幼虫 芽孢 杆菌 
Paenibacillus larvae ( Heyndrickx et al.» 1996). Han 
等 (2008) 运 用 微 流 体 芯 片 定量 PCR GenSpector( r) 
TMC-1000〈 该 系统 升降 温 速 度 为 10%C/s, 检 测 体系 
为 6 1D) 的 方法 , 只 需 7.9 min 完成 30 个 循环 , 即 可 
检测 出 美洲 幼虫 病 16S rRNA, 并 可 以 进行 熔 解 曲线 
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分 析 , 此 方法 是 目前 世界 上 最 快 的 实时 玄 光 定量 分 





快速 、 灵 人 敏 , 并 能 有 效 地 减少 实验 过 程 中 可 能 产生 的 











析 方 法 。 这 对 及 时 防止 意大利 蜂 致命 性 美洲 幼虫 病 
的 传染 提供 了 科学 依据 ,减少 了 病害 所 带 来 的 经 济 
损失 。 
4.8 在 昆虫 捕食 性 天 敌 研 究 中 的 应 用 
FLAS PAF Stephanitis pyrioides (Scott) FLAS EAN 

Pe ies JILE HE P RC fos E vg SUIT XU p A. 捕食 
TEX M E IS dk Ps ll AL RS 09 dd 7 Tir Az E TRA E FH 
(Klingeman et al., 2001). Rinehart 和 BoydC 2006235 
用 5' 端 标记 荧光 引物 的 方法 , WE T ZL38 HE 
Chrysoperla rufilabris ( Burmeister ) X # EE PX 1 B5) d & 
作用 ,结果 表明 即使 捕食 后 32 h US A BE E UI E HHS 
体内 的 猎物 残留 。 

Zhang 等 (2007a，2007b) 运 用 SCAR 和 TaqMan- 
MGB 探 针 技术 研究 了 棉田 中 捕食 性 天 敌对 烟 粉 吉 
的 捕食 作用 。 以 棉田 中 主要 害虫 和 捕食 性 天 敌 为 研 
究 对 象 , 采用 SCAR 标记 法 , 筛选 出 烟 粉 乱 特 有 的 
SCAR 分 子 标记 , 然后 于 SCAR 分 子 标记 中 设计 制备 
烟 粉 乱 种 特异 性 引物 和 TaqMan-MGB 探 针 , 建立 
TaqMan-MGB 探 针 荧光 定量 检测 方法 ,该 方法 不 仅 准 
确 鉴定 了 烟 粉 剧 捕 食性 天 敌 的 优势 种 ,还 评价 了 棉 
田 主 要 捕食 性 天 敌对 烟 粉 乱 的 捕食 作用 。 

Harper 等 (2005 ) 建 立 了 一 种 快速 ,灵敏 且 较 为 
实用 的 多 重奖 光 定量 PCR 体系 , 并 以 该 体系 检测 了 
捕食 者 与 猎物 间 的 营养 关系 。 他 们 根据 扩 增 的 星 
Wel. ARABI 12S rRNA 基因 片段 和 蚜虫 、 象 甲 的 
COT 基因 片段 及 其 测序 结果 ,设计 了 种 特异 性 和 组 
通用 性 引物 ; 运用 荧光 标记 引物 5' 端 的 方法 , 建立 
起 多 重奖 光 定 量 检测 体系 。 检 测 出 在 一 些 捕食 性 甲 
虫 体内 同时 存在 蚜虫 、 象 甲 . 星 里 和 软体 动物 4 类 不 
同 猫 物 的 DNA, 通过 对 扩 增 DNA 的 荧光 定量 分 析 ， 
发 现 这 些 捕 食性 甲虫 主要 猎物 是 蝗 里 和 软体 动物 ， 
并 对 甲虫 的 食物 谱 进 行 了 初步 的 探讨 。 



















































































































































































































































































































































































5 小 结 和 展望 


实时 荧光 定量 PCR 具有 很 多 优点 ,如 : (1) 可 以 
用 产生 痰 光 信 号 的 指示 剂 显示 扩 增 产物 的 量 ; (2) 菊 
光 信 号 由 荧光 染料 艇 入 双 链 DNA、 或 双重 标记 的 序 
列 特异 性 荧光 探 针 、 或 能 量 信号 转移 探 针 、 或 荧光 染 
料 标记 引物 等 方法 获得 , 大 大 提高 了 检测 的 灵敏 度 、 
特异 性 和 精确 性 ;(3) 进 行 实 时 动态 连续 的 荧光 监 
M, 消除 了 标本 和 产物 的 污染 , 且 无 复杂 的 产物 后 续 
处 理 过 程 。 与 传统 的 PCR 相 比 ,实时 定量 PCR 更 加 






























































污染 。 然 而 ,与 传统 的 PCR 技术 相 比 , SEI REG Ee 
Ht PCR 也 有 许多 不 足 之 处 : CL) DS 2 2626 RR UJ 
及 检测 光源 的 局 限 性 ,相对 限制 了 多 重 实时 荧光 定 
量 PCR 检测 的 应 用 能 力 ; 2) 实时 亦 光 定量 PCR 实 
验 成 本 比较 高 ,设备 比较 昂贵 ,从 而 也 限制 了 其 广泛 
的 应 用 ;(3) 结 果 分 析 的 灵敏 度 及 实验 重复 性 需要 
UG 23 A Gb i TT EET REL AR CK 
术 的 不 断 发 展 ,生物 芯片 技术 与 荧光 探 针 定量 技术 
有 机 结合 (Lee et al.» 2007: Han et al.» 2008), 大量 
先进 仪器 的 发 明 以 及 相关 检测 技术 的 联合 应 用 (Cho 
et al .，2006; Huh et al., 2006), SIN 9€ 26 4E Œ PCR 
BERIE TE I8] fes fii PG Ls ir 2. CE ROB E AA NS FR 
WAC FEC VanGuilder et al., 2008), 这 将 使 实时 获 光 
定量 PCR 技术 在 昆虫 与 人 类 关系 (Magalhaes et al., 
2008)、 植 物 病 原 物 与 媒介 昆虫 (Galetto et al.» 2005: 
Li et al.» 2006; Mason et al., 2007; Zhang et al.; 
2008; Saponari et al., 2008). E EZERS ASE A 
Ht ( Black IV and Vontas, 2007). Eb E 4p X 7€ 
CObrepalska-Steplowska et al., 2008). 昆虫 生理 学 
(Mahroof et al., 2005; Abdel-latief and Hoffmann, 
2007: Lü and Wan, 2008). 昆虫 毒 理 学 (Kim et al.» 
2007) 和 昆虫 生态 学 (Hutter et al.，2008) 等 研究 中 得 
到 更 广泛 的 应 用 。 
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